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(57) Abstract 

A nucleotide sequence corresponding to a gene comprising (a) one of sequences SEQ ID 1 to 11, or an equivalent gene which 
comprises (b) a sequence hybridisable with one of the sequences of (a), (c) a sequence at least 80 % homologous with (a) or (b), or (d) a 
sequence coding for a protein encoded by a gene according to (a), (b) or (c), or for an equivalent protein, and the use thereof, in particular 
for controlling cancer as well as for therapeutic follow-up. These genes are in the TSAP (tumor suppressor activated pathway) group, 
designated TSAP I to TSAP 8 and TSAP 3 human (or HUMSIAH) and in TSIP (tumor suppressor inhibited pathway) group, designated 
TSTP I and TSIP 2, both types of genes corresponding to sequences activated or inhibited, respectively, during cellular apoptosis, particularly 
that induced by p53. 



(57) Abrege* 

La prCscnte invention conceme une sequence nucleotidique correspondant a un gene comportant: (a) une sequence selon Tune des 
IND. SEQ I a I I ou un gene Equivalent qui comporte: (b) une sequence s'hybridam avec Tune des sequences selon (a), (c) une sequence 
prdsentant au moins 80 % d'homologie avec (a) ou (b), ou (d) une sequence codant pour une proteMnc codec par une gene selon (a), (b) 
ou (c) ou pour un proline equivalente, et leur application notamment dans la suppression du cancer ainsi que dans le suivi th6rapeutique. 
Ces genes regroupis en TSAP (tumor suppressor activated pathway) et denommEs TSAP 1 a TSAP 8 et TSAP 3 humain (ou HUMSIAH). 
et en TSIP (rumor suppressor inhibited pathway) et denommds TSIP 1 et TSIP 2, ces deux types de genes correspondant respectivement a 
des sequences induites ou inhibees lors de 1'apoptose cellulaire, notamment celles induites par p53. 



VN!Q UEMENT A TITRE O'ISFORMA TI OK 



Codes utilisds pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant 
des demandes intcrnationales en vertu du PCT. 



AT 


Armenie 


GB 


Royaume-Uni 


MW 


Malawi 


AT 


Autnchc 


GE 


Georgie 


MX 


Mcxtquc 


AU 


Australic 


GN 


Guinee 


NE 


Niger 


DB 


B a/bade 


GR 


Grece 


NL 


Pays-Bas 


BE 


Bclgtque 


ML 


Hongrte 


NO 


Norvege 


BF 


Burkina Paso 


IE 


trlande 


NZ 


Nouvelle-Zelande 


BG 


Bulgarie 


IT 


halie 


PL 


Pologne 


BJ 


Benin 


JP 


Japon 


PT 


Portugal 


BH 


Bresil 


KE 


Kenya 


RO 


Roumanic 


BY 


Belarus 


KG 


Kirghizistan 


RU 


Fdde' ration de Russie 


CA 


Canada 


KF 


Republique populaire democrat ique 


SD 


Soudan 


CF 


Republique centra fricaine 




de Coree 


SE 


Suede 


cg 


Congo 


KK 


Republique de Coree 


SG 


Singapour 


Cll 


Suisse 


KZ 


Kazakhstan 


SI 


Sloven ie 


CI 


Cdte d* I voire 


U 


Liechtenstein 


SK 


Slovaquic 


CM 


Cameroon 


LK 


Sri Lanka 


SN 


Senegal 


CN 


Chine 


LR 


Liberia 


sz 


Swaziland 


cs 


Tchecoslovaquie 


LT 


Lituanie 


TD 


Tchad 


cz 


Republique tcheque 


LU 


Luxembourg 


TG 


Togo 


DE 


Allemagne 


LV 


Let tonic 


TJ 


Tadjikistan 


DK 


Danemark 


MC 


Monaco 


TT 


Trinite -el- Tobago 


EE 


Estonte 


MD 


Republique de Moldova 


UA 


Ukraine 


ES 


Espagne 


MG 


Madagascar 


UG 


Ouganda 


FI 


Frnlande 


ML 


Mali 


US 


F.tats-llni> d'Amerique 


FR 


France 


MN 


Mongol ie 


uz 


Outbektsian 


CA 


Gabon 


MR 


Maura ante 


VN 


Viet Nam 



WO 97/22695 



PCT/FR96/02061 



SEQUENCES NUCllOTlDIQUES, PROT&NES. MEDICAMENTS ET AGENTS 
DIAGNOSTICS UTILES DANS LE TRAITEMENT DU CANCER. 
La presence invention concerne la mise en evidence de genes 
impliques dans ies voies molecuiaires de la suppression tumorale ei 
5 1'utilisation des genes ainsi mis en evidence pour ie traitement de certains 
dysfonctionnements gentques, notamment les cancers. 

La presente invention a ete rendue possible par ['isolemem d'ADNc 
correspondant a des ARN messagers exprimes ou reprimes lors du processus 
d'apoptose induit par le gene suppresseur p53. 
10 Line analyse globaie des evenements molecuiaires intervenant au 

cours du cycle cellulaire lors du developpement et de l'apoptose celluiaire est 
necessaire pour mieux comprendre l'importance du gene p53 dans Ie 
processus de suppression tumorale ou, au contraire, de cancerisation* 

La transformation d'une cellule normale en cellule tumorale est un 
15 processus qui se deroule en plusieurs etapes ct qui necessite une suite 
d'evenements molecuiaires. Au niveau physiologique, ces evenements se 
traduiront par une independance de la cellule tumorale vis-a-vis des signaux 
exterieurs ainsi que par une deregulation interne menant a une croissance 
incontrolee. 

20 Deux groupes de genes sont responsables de cecte transformation 

dite "malignc", d'une part, les oncogenes, ci'autrc part, les genes 
suppresseurs ou anti-oncogenes. Les oncogenes. c:i raison de leur 
deregulation dans le cancer (resultant 1c plus souvcm d'une mutation ou 
d'une translocaiisacion) induirom un signal posiiif qui favoriscra la 

25 croissance neoplasique. Au contraire, les genes suppresseurs, du fait de leur 
deletion, de i'absence de leur expression par mutation du promoteur, par 
exemple, ou encore de mutations qui modifieront la structure et la fonction de 
la proteine, seront incapables dans le cancer de foumir le signal qui iui. 
normaiement, devrait freiner cette croissance anormale. En consequence, le 

30 dysfonctionnement des genes suppresseurs contribue a la transformation 
neoplasique. 

L'objet de la presente invention est Tisolement de genes ayant 
normaiement une action dans la suppression tumorale et dont il sera alors 
possible de surveiller et de trailer ies eventuels dysfonctionnements. 
35 En particuiier. I'isolement de ces genes permet d'avoir recours a 

une therapic genique de remplacement ou bien a la synthese d'agents 
pharmacologiques, proteiques ou non proteiques, qui, directement ou 
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indirectemenc. par leur action sur les promoteurs. induirom 1'activation ct 
l'expressicn de ces genes, ou encore la synthase d'ageius phanr.acoiogiqucs 
qui permettront de mimer l'effet physiologique de ces genes suppresseurs. 

L'objectif final esc. soit d'inhiber la croissance tumorale. ou mieux, 
d'induire le processus apoptotique de ces cellules tumoralcs, c'est-a-dirc dc 
conduire les cellules tumorales a se "suicider". 

La presente invention concerne la mise en evidence de genes qui 
sont impliques dans cetie apoptose. En elTet, chaque cellule possede en elle un 
programme de mort physiologique. II s'agit egalement d'un processus 
physiologique qui est implique dans le developpement afin de maintenir 
l'homeostasie du corps et de ne pas voir des proliferations celluiaires 
anormales s'etablir. meme si, au demeurant. elles n'ont pas de caractere 
malin. 

L'un des genes suppresseurs les pius importants impliques dans 
I'apopcose est le gene p53. Dans sa fonction normale. ce gene conirole la 
croissance cellulaire et le processus d'apoptose ; en particulier. e'est cc gene 
qui bloque la croissance cellulaire et qui doit induire le processus 
apoptotique afin d'eviter le developpement d'un cancer. On a ainsi mis en 
evidence que des souris nullizygotes pour le P 53 etaient bcaucoup plus 
sensibles a la formation de tumeurs. On a egalement mis en e-Mder.ce le fait 
que, dans les cancers, le gene p53 etait tres souvent ahere et conduisaii a la 
production de proteines incapables de vehiculer le message dapoptose. 

C'est cette particularity qui a ete mise en oeuvrc dans 1c cadre dc la 
presente invention. 

25 En effet. la presente invention repose sur la constatation qu il 

n'est pas possible, ou du moins qu'il parait tres difficile, de mettre en place 
unc therapie de substitution directe lors d'un dysfonctionnement du gene 
p53. En effet. le p53 mute comme il I'est dans le cancer va annular l'effet 
physiologique du p53 normal. 

30 II a done fallu renoncer. du moins dans un premier temps, a unc 

therapie de substitution agissant dircctement au niveau de p53. 

La presente invention s'est done aitachee a etudier les genes situcis 
en aval de p53 afin de "bipasser" la difficulce evoquee precedemment. 

Afin d'isoler les genes actives ou inhibes par le p5 3 normal (wjld- 

35 type p53) on a effectue un ratissage global de l'expression des genes dans une 
cellule induite en apoptose et dans la meme cellule maligne, plus 
particulierement dans une cellule exprimanc !e p53 normal dan:; sa fonction 



20 
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et dans une cellule exprimant le p53 mute done la fonction est oncogeniquc. 
La comparaison des genes exprimes (ARN messagcrs exprimes dans les deux 
types de cellule) a permis de meure en evidence des genes exprimes 
differentiellernent, e'est-a-dire exprimes dans l'une des cellules aJors qu'ils 
5 ne le sont pas dans Pautre (les genes peuvenr etre actives ou inhibes). 

On en deduit aisernem que ces genes sont impliques dans le 
processus de cancerisation, dans un cas par leur absence, et, dans l'autre cas, 
par leur presence- 
Pour cette etude differentielle, la methode utilisee est la methode 
10 decrite en 1992 par Liang et Pardee {Differential display of eucaryotic mRNA 
by mean of a polymerase chaine reaction). 

Jusqu'a present, I'isoiemeni des genes impliques dans la 
suppression etait effectue soil par clonage positionnel, soit par Pemploi des 
doubles hybrides. La premiere methode permettait. par un caJcul statistique, 
15 de calculer la plus haute probability ou pouvaii se localiser, au niveau 
chromosomique, un gene suppresseur candidat pour un type bien parciculier 
de cancer, surtout ceux d'origines fajniliales. Le sysieme de doubles hybrides 
permet d'isoler une a une les proteines qui- interagissent avec un gene 
donne. 

20 L'approche du probleme selon la prescntc invention a permis 

d'isoler des sequences dircctcment reliees a une fonction. Des lors, au 
ccntraire du sequencage aicatoire des EST, les sequences son: des sequences 
doni la fonction est connue et qui son; impliquecs dans le processus 
d'apoptose induit par le gene suppresseur p53. 

25 De fagon plus precise, cette methode a etc utilisee sur un modelc 

cellulaire decrit par Moshe Orcn, il s'agit de cellules myeloides tumorales de 
souris qui ont ete transfectees par un mutant stable du gene p53. En fait, 
Texpression de ce gene est thermosensible, e'est-a'-dire que dans des 
conditions de culture cellulaire a 37°C la proteinc produite est une proteinc 

30 mutee, e'est-a-dire qu'elle ne peut jouer le role de suppresseur de tumeur et 
done que la lignee cellulaire correspondante se developpc sous forme de 
cellule maligne, alors qu'a la temperature de 32 3 C la proteine p53 exprimee, 
comme la proteine naturelle, est capable de jouer le role de suppresseur et 
empeche la lignee cellulaire correspondante de devenir maligne, 

35 Cette etude systematique a permis de mettre en evidence les genes 

impliques dans la cascade de suppression induite par p53. 
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C'est pourquoi In presente invention concerne ces nouv<:lles 
sequences et ies genes ies componant ainsi que i'utilisauon de ccs sequences, 
rant au niveau du diagnostic qu'au niveau de la therapie, de meme que pour 
la realisation de modeles destines a tester des produits anti-cancereux. 
5 La presente invention concerne tout d'abord une sequence 

nucleotidique correspondant a un gene comportant : 

(a) une sequence selon Tune des IND.SEQ. 1 a 10 ou 
un gene equivalent qui comporte : 

(b) une sequence s'hybridant avec Tune des sequences selon (a), 

10 ( c ) unc sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec (a) ou 

(b), ou 

(d) une sequence codant pour une proteine codee par un gene selon 

(a) , (b) ou (c) ou pour une proteine equivalente, 

et leur application notamment dans la suppression du cancer ainsi que dans 
15 le suivi therapeutique. 

De plus, la presente invention concerne un gene humain implique 
dans la cascade de suppression induite par p53 ainsi que I'utilisation des 
sequences de ce gene, tant au niveau du diagnostic qu'au niveau de la 
therapie. de meme que pour la realisation de modeles destines a tester des 
20 produits ami-cancereux ainsi que leur application a titrc d'agent antiviral, 
U presente invention concerne done egalemcm unc sequence 
nucleotidique correspondant a un gene comportant : 

(a) une sequence selon PIND.SEQ. 11 correspondant au gene TSAI> ? 
humain ou MUMSIAM (Human Homologue of the Drosophiia seen 

25 in absentia gene), ou un gene equivalent qui componc : 

(b) une sequence s'hybridant avec Tune des sequences selon (a), 

(c) une sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec (a) ou 

(b) , ou 

(d) une sequence codant pour une proteine codee par un gene seion 
30 (a), (b) ou (c) ou pour une proteine equivalente, 

et leur application notamment dans la suppression du cancer ainsi que dans 
le suivi therapeutique. 

Concernant les sequences 1 a 11, la presente invention couvre 
aussi bien la sequence nucleotidique correspondant au gene entier que des 
35 fragments de ce gene, notamment lorsqu'ils codent pour une proteine 
equivaiente comrne cela sera decrit ci-apres. 
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Les sequences nucleotidiques peuvent etre aussi bien dc I'ADN que 
dc l'ARN ou des sequences dans iesquelles certains des nucleotides sont non 
naturels, soir pour ameiiorer leurs proprietes pharmacologiques, soit pour 
permeure leur identification. 
5 Les sequences mentionnees en (b) (pour les IND.SEQ. I a 11) sont 

essentiellement les sequences complementaires totales ou partielles 
(notamment pour ies cas evoques precedernment). 

Les sequences (a) et (b) (pour les IND.SEQ, 1 a 10) permetteni non 
seulement l'acces au gene murin dont elles sont issues, mais egalement aux 
10 genes humains correspondant par homologie. 

Ainsi, l'invention concerne egalement les sequences nucleo- 
tidiques des genes presentant une forte homologie avec les genes mentionnes 
precedernment. de preference une homologie superieure a SO % sur les 
parties essentieiles desdits genes, soit cn general au moins 50 % de la 
15 sequence, de preference I'homologie sera sur ces parties superieure a 90 %. 

Enfin. Iorsque lesdits genes codent pour une proteine, la presente 
invention concerne egalement les sequences codant pour la meme proteine, 
compte tenu de la degenerescence du code genetique, mais egalement pour 
les proteines equivalences, c'est-a-dire produisant les memes effets, 
notamment les proteines deletees ec/ou ayant subi des mutations ponctuelles. 

Les sequences selon la presence invention sont plus 
particulierement les sequences qui soni induttcs ou inhibces lors d- 
Tapoptose ccllulairc, notamment celles induites par p53. 

Lesdits genes sont rcgroupes en TSAP ou "Tumor Suppressor 
25 Activated Pathway" et denommes de TSAP 1 a TSAP 8 ec TSAP 3 humain, 
correspondant aux IND.SEQ. 1 a 8 et 1 1 (HUMSIAH) respectivement, et en TSIP 
ou "Tumor Suppressor Inhibited Pathway" et denommes TSIP 1 et TSIP 2, 
correspondant aux IND.SEQ. 9 et 10. 

Les caracteristiques des sequences correspondent aux IND.SEQ 1 a 
30 10 sont rassemblees dans le tableau ci-annexe. 

Les sequences nucleotidiques correspondant aux genes TSAP (>• 
compris le TSAP 3 humain ou HUMSIAH), sont des sequences exprimees lors 
du processus d'apoptose alors que lorsqu'ils ne sont pas exprimes le processus 
d'oncogenese se poursuit. II est done interessant : 
35 - de detecter toute anomalie dans le gene correspondant, laqueile peut 
conduire a une plus grandc susceptibilite a 1'oncogenese, et 
- de pouvoir prevoir une therapie de rcmplacement. 
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II faut d'ailleurs rappeler que ces genes peuvenr intervcnir dans 
d'autres processus que Ics processus oncogenes ; en effet. p53 esc en quclquc 
sorte le gardien de Tintegrite du genome, dans ces conditions les genes TSAP 
ou TSIP sont sans doute egalement impliques dans cctte fonccion de controle. 
c'est done I'ensemble des alterations possibles du genome qui pcuvent etre 
redevables de la detection et de la therapie precedents Au coniraire, les 
genes TSIP sont exprimes lors de l'oncogenese et non lors de l'apoptose. il est 
done la aussi interessant de detecter 1'eventuelle anomalie des TSIP et 
egalement de prevoir une therapie d'inhibition/biocage. 

La therapie de remplacement pourra etre effectuee par therapie 
genique, e'est-a-dire en introduisant le gene TSAP avec les elements qui 
permettent son expression in vivo. Les principes dc la therapie genique sont 
connus. On peut utiliser des vecteurs particuiiers, viraux ou non viraux, par 
exemple des adenovirus, retrovirus, virus herpes ou poxvirus. La plupart du 
temps ces vecteurs sont utilises sous forme defectifs qui servirom de 
vehtcules d'expression de TSAP avec ou sans integration. Les vecteurs 
peuvent etre egalement synthetiques, e'est-a-dire mimer des sequences 
virales, ou bien etre constitues par de 1'ADN ou de TARN nu selon la 
technique developpee notamment par ia societe VICAL 

Dans Ia plupart des cas, il faudra prevoir des elements de ciblage 
assurant une expression specifique des tissus ou organes. en effet, il n'est pa:; 
possible d'envisager d'activer un phenomenc d'apoptosc incontrole. 

La presente invention concernc done I'enscmble des vecteur:; 
decries precedemment. 

La presente invention concerne egalement les cellule:; 
rransformees par un vecteur d'expression tel que decrit precedemment ainsi 
que la proteine pouvant etre obtenue par culture de cellules transformees. 

Les systemes d'expression pour produire des proteines peuven': 
etre aussi bien des systemes eucaryotes tels que les vecteurs precedents que 
des systemes procaryotes dans des cellules de bacteries. 

L'un des interets de la presente invention est qu'elle a mis en 
evidence rimplication de plusieurs genes dans l'apoptose ; ainsi 1:. 
surexpression de Tun des genes par therapie genique peut, pour certain!; 
d'entre eux, ne conduire a l'apoptose que les cellules dans lesquellei; 
s'expriment deja d'autres genes deregles, e'est-a-dire des cellules malignes. 

La presente invention concerne egalement, a titre de medicament, 
un compose assurant l'expression cellulaire d'au moins une des sequence*; 
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nucleotidiques precedentcs lorsqu'elle est ihduitc lors cc 1'apoptose 
celluiaire, notamment des genes TSAP 1 a TSAP S et TSAP 3 humain, ou au 
contraire assurant l'inhibition de I'expression celluiaire d'au moins une 
sequence celluiaire telle que decrite precedemment lorsqu'elle est inhibee 
5 lors de 1'apoptose celluiaire, notamment TSIP 1 ei TSIP 2. 

11 est, par exempie, possible de prevoir d'autres approches que la 
therapie genique, notamment rutilisaiion de sequences nucleotidiques en 
strategic seas ou antisens, e'est-a-dire pouvant bloquer i'expression de TSIP 
ou au contraire, agissant en amont, favorisant I'expression de TSAP. 
10 On peut egalement prevoir une strategie de remplacernent directe 

par apport de proteines correspondant a TSAP ou d'anticorps inhibiteurs 
correspondant a TSIP. 

Enfin, il est possible de prevoir I 'utilisation de molecules non 
proteiques don; Pactivite sera d'activer TSAP ou de mimer Taction de son 
produit d'expression ou bien d'inhiber TSIP ou bien de bloquer Paction de 
son produit d'expression. 

Ces produits peuvent etre aisement testes sur les cellules modifiees 
qui sont decrites dans les exemples en introduisant les produits a tester dans 
la culture celluiaire et en detectant Pappariiion du phenomcne apoptotique. 
Dans les strategies a ADN, ARN ou proteiquc les produits sont bien entendu 
einbores en fonction des sequences qui sont decrites. 

La presentc invention concernc e:i particular I 'u ; il isat:on des 
medicaments precedents en tant qu'agen: aiui-canccreux. 

Mais, le produit du gene TSAP 3 humain (HUMSlAII) est cgalcmcnc 
utile comme agent antiviral, comme ccla apparaitra a la lecture de i'exemplc 
2. La presentc invention concerne done egalement luriiisation des 
medicaments precedents comme agent antiviral. 

La presente invention concerne egalement~a titre d'agent de 
diagnostic pour la determination de la predisposition au cancer, tout ou partie 
des sequences selon ^invention a utiliser comme sonde nucieotidique ou 
comme amorce d'amplification, mais egalement a titre d'agent de diagnostic 
pour la determination de la predisposition au cancer un antigenc 
correspondant a tout ou partie des proteines codecs par la sequence selon 
rinvention ou les anticorps, notamment les anticorps monoclonaux, 
correspondants, eventuellement apres culture. 

Les methodes de diagnostic sont connues, il peut s'agir, par 
exempie, de techniques de microsequencage des parties variables apres 
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isolement et amplification evemucllc ou des methodes de detection tvpc R=LP 
ou d'ampiificanon simple notamment. Les techniques differemiellcs 
peuvent. en particulier. permettre de menre en evidence Pecan encrc le 
TSAP ou TSIP normal ei anormaJ. 

5 L'invemion concerne egalement des modeles mettant en ocuvre les 

sequences precedentes. 

Le gene TSAP 3 humain (HUMSIAH) peut etre isole. notamment. en 
udlisant la methode PCR ou d'autres methodes d ■amplification en mettant a 
profit la structure du gene. II est egalement possible de synthctiser ce gene 
10 par morceau, si necessaire. 

Enfin, Tinvention concerne un perfectionnement a In methode de 
Liang et Pardee (1) caracterise en ce que dans l'amplification par PCR on 
effectue une diminution en palier ("touch dou-n") tel que decrit dans Don et 
al. (2). 

D'autres caracteristiques de Invention apparaitront a la lecture 
des exemples ci-apres faite notamment en se referam aux figures suivantes : 
- Fi^re 1 - Quantification de 1 'expression differentielle des ARNm uiilisaat 
1'imageur 1200 p. Hybridation aux ARNm derives des cellules LTR6 a 37'C et 
des cellules LTR6 apres 4 heures a 32'C. Les nombres en ordonnees de 0 a 
500 correspondent au comptage detecte par 0. 15 mm ct sont proponionnels 
au signal d'hybridation. 

CI : ARNm evprime egalement cn utilisant un clone sans expression 
differentielle ; 

C2 : comrolc positif utihsant la Cyclinc C et montrant rinduction des ARNm 
correspondant a 32*C ; 

MER-LTR : montre rinduction de ceue sequence a 32"C ; 

TSAP 1 a TSAP S : expression differentielle des 8 ARNm actives dans les 4 
premieres heures suivam I'induction dc 1'apoptose ; 

TSIP 1 et TSIP 2 : expression differentielle des 2 ARNm inhibes dans les 4 
premieres heures suivant I'induction de 1'apoptose. 
- Figure 2 - Analyse Northern blot. 
A : hybridation avec la sonde TSAP 3 ; 
B : hybridation avec la sonde siah lb de souris ; 

lignes 1 et 2 : ARNm polyA* de cellules leuccmiques myeloides Ml (clone 
35 S6) cultivees a 37°C et 32"C respectivement ; 

lignes 3 et 4 : ARNm polyA- de cellules LTR6 cultivees a 3 7°C et 32'C 
respectivement : 
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ia Heche indique 1 "expression differentielle du transcrit 1,9 kb de TSAP 3 

siah 1 b de souris ; 

panneaux inferieurs : GAPDH ; 

C : distribution tissulaire utilisant TSAP 3 comme sonde ; 
5 1 : coeur. 2 : cerveau, 3 : rate. 4 : poumon, 5 : foic. G : muscle du squelette, 7 ; 

rein, S : testicule ; 

les fleches indiquent les transcrits de 1,9 et 2,4 kb ; 
panneau inferieur : p-actine. 

- Figure 3 - Analyse de l'hybridation in situ avec ia sonde TSAP 3 ; 

A : cellules Ml incubees pendant 4 heures a 32*C et hybridees avec une 
sonde antisens TSAP 3 : 

B : cellules LTR6 incubees pendant 4 heures a 32'C et hybridees avec une 
sonde sens TSAP 3 ; 

C : cellules LTR6 incubees a 37 a C et hybridees avec une sonde antisens 
TSAP 3 ; 

D a F : cellules LTR6 cultivees a 32'C pendant respectivement 1 . 2 et 
4 heures et hybridees a une sonde antisens TSAP 3 ; 
la barre dans le panneau A : 10 urn ; 

les fleches indiquent 1'accumuiation des ARNm TSAP 3 dans le cytoplasme. 

- Figure 4 - Comparaison entre la sequence d'ADNc dc TSAP 1 et la sequence 
nucleotidique correspondant a Ia phospholiposc C beta 4 dc rat. 

- Figure S - Comparaison entre la sequence d'ADNc dc TSAP 2 et la sequence 
nucleotidique correspondant a la proteine digitec aii zinc (ZFM 1) locaiisee 
dans ie locus Multiple Endocrine Neoplasia (MEN 1). 

- Figure 6 - Comparaison entre ia sequence d'ADNc dc TSAP 3 et la sequence 
nucleotidique correspondant au gene Drosophila seven in absentia (sina). 

- Figure 7 - Comparaison entre le produit des genes sina de differentes 
especes, humain (HUMSIAH), murin (MMSIAH IB) ct dc drosophile 
(DROSINA). 

- Fiqure 8 - Comparaison entre la sequence d'ADNc de TSIP 2 et la sequence 
d'ADNc du transcript S1S2 murin du gene AD3 implique dans la maladie 
d 'Alzheimer. 

MATER! ELS ET MFTHODES 
Cultures eel lul aires 

Cellules de leucemie myeloide Ml (clone S6) et cellules Ml 
transferees dc facon stable avec un mutant sensible a la temperature val 13 5 
p53 (LTRG) (3). 
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Ces cellules son: cultivees sur milieu RPMI 1640 avec 1 0 96 FCS a 5 % 
de CG 2 a 37°C Pour la modification de la temperature, les cultures sont placees 
dans un second incubateur a 32°C. Pour tous les essais effectues dans cette 
etude, les cellules sont testees apres 12 et 24 heures pour la presence 
5 d'apoptose. 

Etude des ADNc differenttels 

Pour effectuer les tests dans des conditions experimentales 
standards et pour obtenir une reproductivite totale des resultats, les 
modifications suivantes au protocole d'origine (1) ont ete effectuees. 

10 ° n utilise toujours des ARNm polyA* purifies deux fois sur colonne 

d'oligodT utilisant Fast Track (Invitrogen, San Diega CA). Apres transcription 
reverse (M-MLV Reverse Transcriptase, Gibco BRL) sur 0,05 ug de polyA* 
utilisant 20 uM de chacun des dNTP ( Boehringer-Mannheim), aucun dNTP 
additionne n'est ajoute au melange de PCR final. Un "hot start" a 9-TC 

15 pendant 5 minutes est effectue avant la PCR (GeneAmp PCR system 9600 
Perkin Elmer Cetus). Les echantillons sont refroidis rapidemcm: sur de I'eau 
glacee. Un "touch down" (2) de 10 cycles de 50'C a 40 S C est effectue (9-TC 30 
secondes - 50'C 1 minute - 72°C 30 secondes), suivi par 3 5 cycles (94'C 30 
secondes - 40'C 1 minute - 72°C 30 secondes) et une extension finale de 5 

20 minutes a 72°C. Les produits de la PCR sont scpares sur gels de polyacrylamidc 
a G % non denaturant (4). Les gels sont exposes sans scchagc. Chaquc 
presentation differentielle est effectuee en comparam M1S6 et LTR6 a 37'C ci 
apres ^ heures d'incubation des deux lignees cellulaires a 32 a C 

La procedure de presentation differentielle est repetee dans 3 

25 experiences differentes pour confirmer une parfaite reproducibility. 

Les bandes exprimees differentiellement sont decoupees a partir du 
gel, eluees et reamplifiees (1). Les produits de PCR sont sous-clones en 
utilisant le systerne TA-cloning (Invitrogen, San Diego CA) en suivant les 
indications fournies. 

30 Pour chaque reaction de ligation, 10 clones recombinants sont 

sequences en utilisant le systerne automatique ABI. 

Extraction des ARN. analyses et sondes Northern blots 

L'ARN total est extrait avec du Trizol (Life Technologies). Les ARN 

polyA* sont prepares en utilisant le kit OligotexdT (Qjagen, CA). 30 ug de TARN 
35 total ou 2 ug d'ARN polyA* sont separes sur agarose 1 %/l x M0P5; / 2 % gel de 

formaldehyde, transferes sur membrane de nylon (Hybond Appligene, 

France) comme cela a ete decrit precedemment (5). Les Northern blots sont 
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hybrides avec des sondes marques au P3> S ur les inserts TSAP et TSIP et laves 
comme decrit precedemment (5). Pour verifier reduction de la fonction 
du p53 sauvage. les Northern blots sont hybrides avec une sonde cycline G 
(6). A titre de controle pour la quantite d'ARNm chargee. les blots sont 
hybrides avec une sonde GAPDH. Different* Northern blots (Clontech CA) 
sont utilises dans des conditions identiques et hybrides pour le controle avec 
une sonde p-actine. Les produirs de RT-PCR pour LTR6 sont amplifies en 
utilisant lesamorces siah lb suivantes : S-CAGTAAACCACTGAAAAAO^' et 
S'CAAACCAAACCAAAACCACS 1 . Le produit de PCR sous-clone est utilise comme 
sonde controle de siah lb. Les Northern blots sont exposes pendant 10 jours 
a - 80'C. 
Slot blots 

La reproducibility des resultats obtenus par les analyses Northern 
blot. Les blots sont prepares (Bio-Rad, Hercules CA) en placant | es produits 

5 de PCR (200 ng de Zeta-Probe Blotting Membranes. Bio-Rad. suivant les 
instructions du fabricant) de clones TSAP et hybrides avec une sonde ADNc 
marquee au P32 (Superscript II Gibco-BRL. Life Technologies) correspondant 
a TARN des cellules LTR6 incubees a 37'C et ensuite 4 hcures a 32'C. Le 
produit de PCR du clone contenam la cycline G est egalement depose sur les 

0 membranes et utilise comme controle positif. Les Slot blots sont exposes une 
nuit a - 80'C. 

Analvsc Quantitative des images 

Celie-ci est effectuee en utilisant un imageur 1200 p (Biospacc 
instruments, Paris, France) sur les deux Northern blots (pour TSIP i ct TSIP 
2) et sur les Slot blots pour tous les controles ADNsc et TSAP 1 a S. Pour 
['analyse quantitative representee dans les graphiques de la figure 1 on 
soustrait un nombre constant de chaque pic. Cette constame est calculee en 
mesurant la valeur moyenne du bruit de fond dans les slots qui ne 
contiennent pas d'ADNc. Les resultats du 0 imageur ont ere obtenus en 
comptant les slot blots une nuit et en les confirmant par autoradiographic 
avec des temps variables deposition. Ces autoradiogrammes montrent les 
memes variations qualitatives relatives entre les activites a 32'C et a 37'C que 
les mesures effectuees avec !e £ imageur. 
Hybridation in siru (7, 8) 

Les cellules sont lavees 3 fois dans un tampon phosphate salin. 
(PBS) "cytospinned" et fixees par du paraformaldehyde a 4 % dans PBS 
pendant 10 minutes puis conservees dans rethanol a 70 %. Des transcrits 
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d'ARN marques a la digoxigenine- 11 -uredine-5 '-triphosphate (DIG) era l;\ 
biotine-i I-UTP de TSAP 3 sont utilises dans les analyses suivant la procedure 
decrite precedemment ( Boehringer-Mannheim). Pour la detection des 
souches marquees a la digoxigenine hybridee les tranches sont incubees 
5 dans SAD-10 (10 nm d'anticorps anti-DIG de mouton marques a l*or a 1/1000 
de dilution, Biocell UK). L'analyse est effectuee en utilisant de la microscopie 
a laser confocal. 
EXEMPLF 1 

L'etude differentielle des ADNc par la methode de Liang et Pardee 

10 permet de disposer d'un outil tres puissant et efficace pour detecter les 
variations dans l'expression des genes; Neanmoins. il a fallu modifier le 
protocole original commc cela a ere indiquc precedemment afin d'ecarter 
certains problemes de reproductibilite observes lorsque Ton applique la 
methode telle qu'elle est decrite a 1'ori'gine. 

15 On a pu mettre en evidence une reproductibilite totale lorsque dans 

la methode PCR on introduit un "hot start" suivi par un "touch down". 

Les bandes exprimees differentiellement apres isolement et 
reamplification sont neanmoins souvent contaminees par des bandes 
provenant des ARN qui migrent dans les regions voisines de I'ADNc, si 1'on 

20 utilise directement ces sondes sur des Northern blots ceci conduit a des 
erreurs. On a done sous-clone les produits dc scconde PCR et fait effectuer les 
analyses des Northern blots utilises a defaut dc recombinant a sonde simple. 
Le sequencage systematiquc d'au moins 10 sous-clones recombinants pour 
chaque bande selectionnee a montre qu'il etait tres efficace pour 

25 selectionncr les clones d'interet. 

Le gene p53 est, dans 1'etat actuel de nos connaissances, le 
suppresseur tumoral qui est mute dans le plus grand nombre de cancers 
d'origines tres diverses, et l'unlisation du mutant sensible a la temperature 
val-135 p53 s'est deja montree precedemment fournir des informations tres 

30 importantes concennant le fonctionnement du p53 sauvage en induisant, <:oit 
I'arret de la croissance cellulaire en phase G-i, soit l'initiation du 
programme de mort cellulaire. 

Jusqu'a maintenant, les voies moleculaires en amont et en aval de 
p53 et qui conduisent a la suppression tumorale etaienc encore peu Claires. 

35 Jusqu'a maintenant un certain nombre de genes en aval de p53 ont 

ete identifies, il s'agit notamment de gadd 45, mdm 2, mck, "Mouse 
endogenous retrovirus" LTR. p2l-waf et Cycline G. 
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La presente invention a permis de menre en ev idence 1 existence 
de 1 1 genes qui sont cxprimes differentiellement dans les cellules, exprimant 
le p53 sous sa forme suppresseur actif ou bien dans des cellules tumorales 
exprimant le gene p53 non actif. 

La figure 1 montre la quantification des signaux d'hybridation 
correspondant a l'expression differentielle de S de ces genes qui sont actives 
a 32'C. e'est-a-dire dans lesquels la fonction de p53 sauvage est activee et 
conduit done a l'apoptose des cellules, ces genes qui sont actives seront 
denomrnes ci-apres TSAP (pour Tumor Suppressor Activated Pathway), par 
contre on constate que dans deux experiences 2 genes ex-primes a 37'C sont 
cn partie inhibes a 32'C. ce qui impliquerait quails sont inhibes durant la 
mort cellulaire programmee. ces genes ont ete denomrnes TSJP (pour Tumor 
Suppressor Inhibited Pathway). 

L'analyse des homologies des differentes sequences activees de 
15 TSAP 1 a TSAP 3 a montre qu'il s'agissait la de genes deja connus. Par contre. 
les autres ADNc TSAP 4 a TSAP S ne montrent aucune homologie significative 
avec des genes connus. 

Pour 1'ADNc TSIP 1 qui est inhibe dans son expression pendant 
l'apoptose, il ne montre aucune homologie avec des genes connus. 

Pour I 'ADNc TSIP 2 qui est egalement inhibe dans son expression 
pendant l'apoptose. il montre une grande homologie avec Ic transcript S1S2 
du gene AD3 impiique dans ies voics metaboliques de la maladic d'Alzheimer 
(Sherrington ei a!.) (figure 8). 

Par consequent, i! est possible d'agir sur les voics metaboliques 
dc la maladie d'Alzheimer en agissant sur les voies metaboliques p53 
dependantes. 

La presente invention a done egalement pour objer, a titre de 
medicament, un compose assurant l'expression cellulaire de TSIP 2 destine au 
traitement de la maladie d'Alzheimer ainsi qu'a titre d'agent de diagnostic 
pour la determination de la predisposition a la maladie d'Alzheimer. tout ou 
partie de la sequence de TSIP 2 a utiliser comme sonde nucleotidique ou 
comme amorce d amplification ainsi qu'un antigene correspondant a tout ou 
partie des proteines codees par TSIP 2 ou les anticorps. notamment les 
anticorps monoclonaux correspondants, eventuellement apres culture. 
35 L'hypothese que I'on peut faire sur ces genes inhibes dans leur 

expression par le p53 sauvage est qu'ils peuvent coder pour des sequences 
oncogeniques qui seraient regulees en aval du processus de suppression 
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tumorale ou encore qu'il s'agit de proteines de structure ou du cvtosquel^tte 
pour lesquelles la regulation en aval dc repression est concomitance de la 
mort cellulaire par apoptose. 

TSAP 1 est homologue a la phospholipase C beta 4 de rat La 
sequence de TSAP 1 presente 100 % d'identite avec la PLC entre les 
nucleotides 3967 et 3985 : 82 % entre les nucleotides 3986 et 41 1 6 et 85 % entre 
les nucleotides 4070 et 4220 (figure 4). La PLC est connue pour etre impliquee 
dans la voie de signalisation des recepteurs de la tvrosine-kinase et 
pour caralyser 1'hydrolyse du phos P harid y linosit 0 l-4.5-biphosphate en 
diacylglycerol et inositol- 1 .4.5-triphosphate. Toutefois. la presente etude 
suggere que la PLC est une cible en aval dans 1'apoptose a mediation P 53. 

TSAP 2 montre des sequences conservees (92 % d'identite entre les 
nucleotides 259 et 299 ; 100 % d'identite entre les nucleotides 41 8 et 458 et 9? % 
d'identite entre les nucleotides 645 et 685) avee In proteine digicee au zinc 
(ZFM 1) qui est localisee dans le locus Multiple Endocrine Neoplasia (MEN 1) 
(figure 5). MEN 1 est un desordre dominant autosomal associe avec le 
developpement de tumeurs affectant le lobe amerieur des glandes pituitaires 
et parathyroVdes et les cellules des ilots pancreatiques. 11 est particulierement 
interessant d'avoir mis en evidence qu'a la fois ZFM et une isoenzvme de PLC 
sont colocalises dans la meme region chromosomique llql3 contenant 1c 
gene de suscepcibilite a MEN 1. Che Z la souris. les regions homologucs sont 
localises sur le chromosome 19B. Le fait de trouver que TSAP 1 c: TSAP 2 son-, 
act.ves en reponse a p53 peut suggerer que ces genes appartiennent a unc 
voie de suppression des tumeurs plus globalc et que p53 peut coopercr nvec 



MEN 1. 



TSAP 3 est identique a Siah lb. Ce gene est l'homologuc chez les 
vertebres du gene Drosophila seven in absentia (sina). Lc clone decrit 
presente 94 % d'identite avec I'homologue murin (nucleotides 1496 a 1634) 
(figure 6). Par analyse Northern blot en utilisant une sonde TSAP 3. on a pu 

30 detecter une expression differentielle d'un messager de 1.9 kb de ce gene 
(figure 2A). Ceci est confirme en utilisant une seconde sonde corrcspondam a 
la meme region de la sequence siah lb decrite (figure 2B). la figure 2C 
montre !a distribution tissulaire de ce gene en utilisant une sonde TSAP 3 qui 
detecte a la fois l'ARNm de 1.9 et de 2.4 kb correspondant aux resultats 

35 memionnes precedemment lorsqu'une sonde siah est utilisee. L/hybridation 
in situ montre que l'ARNm de TSAP 3 est induit rapidement 1 hcure apres 
l'induction de 1'apoptose (figure 3D). Son expression augment-: a P res 2 et 



WO 97/22695 



PCT7FR96/0206I 



15 

4 heures (figures; 31: et 3F). Dans les cellules qui sont entrees en mitose aucun 
signal n'est detectc. 

Carthew et Kubin ont montre que seven in absentia est necessaire 
pour le developpement de l'oeil de la drosophile. D'autrc part, des mutants de 
5 ce gene dans la drosophile montreni un role beaucoup plus general dans 1c 
developpement. L'homologue murin est subdivise cn deux groupes siah 1 et 
siah 2 et ces proteines montrent un degre de conservation tout a fait 
inhabituel par rapport a drosophila seven in absentia. 

Nos resultats ont montre que TSAP 3 / siah lb est active dans le 

10 programme de mort cellulaire dans les cellules Ml induitcs par le gene 
suppresseur de tumeur p53. Comme ce gene code pour une proteine digitce au 
2inc nucieaire, il pourrait etre un factcur de transcription regulatcur qui est 
en aval du signal de p53. Lcs resultats montrent egalemcnt un lien direct 
entre les genes concernant le developpement chcz la drosophiie et une voie 

15 majeure de suppression tumorale. 
EXEMPLI: 2 

En utilisant le fragment d'ADNc murin (TSAP 3), decrit ci-dessus, 
obtenu par analyse diffcrentielle d'ARNm, on a conscitue une sonde pour 
isoler un fragment de 1,1 kb d'une librairic d'ADNc humain qui ensuire a ete 
20 expanse jusqu'a la region codante enticrc par une RACE-PCR. 

I -a figure 7 montre I'ADN'c et la sequence c'acides amines du gene 
humain sina (TSAP 3). 

Cetto sequence code une proteine de 282 amino-acides avec un 
motif digite au zinc'C3HC-L Cctte proteine presente egalcment de.s analogies 
25 avec des procaines capabtes de sc fixer sur TARN. I^i sequence en amino- 
acides est tres conservee entre la Drosophile, la souris et le gene humain 
(figure 7). 

La distribution tissulairc indique que le sina humain est exprime " 
de facon ubiquitaire et code pour un ARNm de 2,3 kb et, dans le placenta, il 
30 existe un transcrit additionnel de 2,5 kb. 

En analysant des YAC du CEPII et des librairies BAC par PCR, en 
utilisant des amorces sina humains specifiques, on a pu isoler 8 YAC (350- 
1000 kb) et 2 BAC (100 et 125 kb). 

La fluorescence par hybridation in situ (FISH) utilisant les clones 
35 YAC et BAC montre que le seven in absentia est localise sur le chromosome 
16ql2-l3, e'est-a-dire dans une region contenant les genes suppresseurs de 
tumeurs candidat dans differents cancers, noiammer.c : cancer du scin (9), 
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tumeur de Wilm's (10-12). syndrome de Laurence-Moon-Bard e:-5iedl (13). 
syndrome de Beckwith-Wiederman (14). 

Comme ccla a ete indiquc" dans la demande de brevet francais 
N* 95 15 146. on a trouve que des transfectances stables de cellules Ml 
5 murines avec le mutant p53 sensible a la temperature montraient Tactivation 
de seven in absentia apres induction de 1'apoptose a 32 a C. Etant donne que le 
TSAP 3 murin a etc isole dans un modele d'apoptose induit par le gene p53, il 
etait logique d'approfondir I'analyse du gene TSAP3 (HUMSIAH) dans un 
modele d'apoptose physiologique humain. 

Ce modele est decrit dans l'intestin ou les cellules migrent du fond 
de la crypte vers la region apicate des vilosites ou ellcs meurent par apopiose 
avanr d'etre larguees dans le lumen. Ces cellules en apoptose sent 
specifiquement marquees par la technique TUNEL 

D'autre part, ces memes cellules son: positives par hybridation ir. 
situ pour le gene TSAP 3 (HUMSIAH) dans l'apoptose physiologique chez 
Thumain. 

Enfin, afin d'investigucr I'implicauon du gene TSAP 3 humain 
dans la suppression^ des tumeurs, on a utilise un- modele base sur Tensembie 
des genes plutot que sur un seul gene. Ce modele repose sur les proprieves 
biologiques du parvovirus H-l. 

Des rccherches trcs completes dans cc domainc om montrc sur es 
20 derniercs annees que lc parvovirus tuc prcTcrenuellcmcn t tcs cellules 
tumorales alors qu'il cpargne leur contreparue normalc. 

De facon a elaborer un modele, on a fait Phypothese suivantc : s'il 
etait possible dc selectionner, a partir d'une tumeur qui soit sensible a I'efret 
cytopathique du parvovirus H-l, ies cellules qui ctaient resistanies, cctie 
resistance pourrait etre due a un changement de leur phenotype malm. Ceci 
a pu etre demontre pour les cellules KS seiectionnees ~ii partir des celiules 
erythro-leucemiques K562 humaines. Tandis que les cellules parentales K562 
sont sensibles a Teffet cytopathique du parvovirus H-l, les cellules KS, elles, 
sont resistantes. Ces cellules resistantes reexprimen: le type sauvage de p53 et 
ont un phenotype supprime a la fois in vitro et in vivo. 

Pour confirmer ces observations sur d'autrcs cellules, on a 
selectionne, a partir d'un monoclone d'une leucemie monocytaire U93" 
humaine, les cellules filles US3 et US4. Ces clones sont resisi:ants a I'effet 
cytopathique des parvovirus H-l et montrent une reversion du phenotype 
malin in vivo. L'analyse dc marqueurs de surface pour 20 cellules, indique 
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qu'il n'y a pas de deplacement dans 1c stadc de differentiation entre U937 et 
les clones US indiquant que la suppression du phenotype malin n'est pas due 
a unc differentiation terminale. 

Ni les cellules K562 ni les cellules U937 n'exprimenr p53. Par 
contraste aux cellules KS qui reexpriment p53. les cellules US 3 et US4 ne 
reexpriment p53. Toutefois, on a pu mettre en evidence le faJt que les cellules 
US3 et US4 montraient 1'activation dc VMF-1 par rappor: aux cellules 
parentales rnalignes U937. Une telle activation de WAF-1 dans une voie 
independante de p53 alternative a ete recemmcnt decritc et les resultats 
actuels montrent que les clones US3 et US-4 utilisent, semble-t-il, cettc vote 
alternative WAF-1. 

Le gene sina est active par le type sauvage p53 inducible dans les 
cellules Ml de meme que dans ies cellules KS qui reexpriment le type sauvage 
p53. 

15 Tandis que les cellules parentales U937 expriment tres legerement 

l'ARNm de sina, il est active dans les clones fillcs US 3 et US4 qui ont une 
reversion de leur phenotype maiin et qui reexpriment p2l w ^r-i. 

De facon interessantc, sina est active dans les cellules qui 
deviennent apoptotiques, comme cela est montrc par un double marquage 
utiiisant une sonde sina pour hybridation in situ combinec avec un essai 
TUNEL 

Ceci permet dc dcmontrer que ic gene sina humair. qui est tres 
conserve dans la phylogenic jouc un role dans 1'apoptose ci i- suppression 
turnoralc. 

De facon encore plus importantc. sina sc situe au croisemcnt des 
voies de p53 et de WAF-1. 

En outre, en utiiisant le modele de U937 et US 3 et US4, on a pu 
montrer un lien fonctionnel pour les molecules suppresseurs en utiiisant un 
modele biologique global qui permet la comparaison a des niveaux 
moleculaires entre les cellules rnalignes parentales et les cellules filles 
directement derivees. Ces experiences indiquent qu'il iVcst pas necessaire de 
transferer les genes suppresseurs de tumeur humains specifiques dc facon a 
leur conferer le phenotype suppresseur. mais que la reversion tumoralc est 
sous le controlc d'un systeme de regulation qui est toujours present dans le 
35 materiel generique des cellules tumorales bien qu'il sou necessaire de le 
reactiver. 
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TABLEAU 



CARACTFRlSTIOUrs nr<; r\ ryjpc 



Clone a expression 


Amorces 


Taille do I'ARMm 


Momolopie 


differentielle 


3* er 5>* * 


en kb 


TSAP 1 


T11GC-16 


2,0 er 4,5 


PLC ft 


TSAP 2 


T1IGC-5 


5.9 


MEN! § 


TSAP 3 (IDS N' 3) 


T11CG-4 


1.9 


siah lb m i 


TSAP 4 


Tl 1CC-6 


5,0 


Non 


TSAP 5 


T11CG-5 


1.2 


Non 


TSAP 6 


T11AG-1 


2.8 


Non 


TSAP 7 


Til GO 16 


> 8,0 


Non 


TSAP S 


T11GC-6 


> 10,0 


Non 


TSIP 1 


Tl 1CG-S 


3,0 


Non 


TSIP 2 


T11AA-5 


3,1 


AD3 * 
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- Les chiffres et les sequences des amorces en 5' corresponccn: a ceu: 

rapporres par Bauer et al. (4) 
= Rat phospholipasc C-bcta 4 ARNm (RATPHOSCB) 

§ ARNm humains (HU'MMLNIC; IIUMZFM1C; HUMZPMlA: HUMMEMA) 
*; siah-lH ARNm (MMSIAM1G) 

* AD3 ' tran «ripi S182 ARNm murin (homologuc S1S2 ARNm h amain 
(Sherrington et al.). 
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INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 1 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

( B ) TYPE: nucleotide 
5 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
( i ; ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTiQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 1 
10 ( B ) EMPLACEMENT: 

( xi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N* 1 : 

TSAPl 

10 ■ TGATCACCTAC 

15 

rat PLC CTTCTTCTACTTAj\CAATTTCACTrtTTGAATTTCTTTGGCCAACCAA_-.^GT A.GCTATCTAC 

3970 3980 3990 4 000 4010 4 02 0 



20 



30 



20 30 40 50 £0 70 

T S A ? 1 A C A C A C A C A C AC AG AG AG AG A G AG AG AG AG AG A G AC G G G G AG A G AG A G AG AC AGAG A G A 7 

r a L ? L C AC A C AC A C AC A C AC AC AC AC A C AC AC A C A C A C AC A C A C A C AC A G AAA 7 

4030 4040 4050 4050 

80 90 100 110 12C 130 

TSAPl CCCCTATTCCTGACAGGCAGAGTTG AATC ATGATATATGCCTTAA-^CATCTTTGCTATG A 

::::::::::::::::::::::::::: : : : : : ; :::::::::::: : : ; : : 

rot PLC CCCCTATTCCTGACAGGCAGAG7TGA_r\CCATAATCC AC A.-.CTT AAA.CATGT7GCCTAGGC 

4C70 4080 4090 4100 4110 4120 



35 
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20 

140 150 160 1 7 C 130 19 0 

TSA? i CACACCA7CACAACCCAC7CCCCTTCGTCATAACAACTC7CC777C7CC7CCAT7ACCAC 

5 rat PLC CACACCATCACAACCCAGTGGCCTTGGTGATAACAACTCTGCTTTCTCCTGCATTAGC AC 

4 13 0 4140 4150 4160 4170 4180 

200 210 220 230 

!Q TSAP1 1 ATTTTTGACCTCCTGCTGCTCCAAA- AAAAATAAGAGCCG 



rat PLC A7C7TCGACC7CCTCCTC- -G AAAAGC AAAATTACTCCA7TACTAC77TAATCCCAACCC 

4190 4200 421C 4 220 4 230 ^2 AO 

15 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 2 

( i ) CARACTERI5TIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
20 .(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 2 
( 8 ) EMPLACEMENT: 
25 ( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 2 : 

TSAP 2 

10 20 30 40 53 60 

T S A ? 2 CC77GG AACCAATCT AC AAC A G C C AG GGG AA CC CC CT7 AAC AC 7 C Z AG A G 77 C C <Z 7 A C C C 

30 



hunrfmlc . r,eq CCCCTGACCCCA7CTACAATAGCGAGGGGAACCCGC77AACACCCG AGAG77CCCCACCC 
250 260 270 2 30 29C 300 
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70 80 90 100 IXC 120 

TSA?2 G C AAlAAAAAAAAA TCT CTTCTCTTTTCCT AAGC TTTTC CCTGTC TT AGGG AAAC AT CP 



10 



hun: fmic . seq CCAAAAACCTCG AAC ACC ACCCCCACAACCTC ATC AC AG AC ATGCTTGC ACTC AATCCGC 
310 320 330 340 3 50 350 

130 140 
TSA?2 AACTCCCTGGTTATACAT7CCTT 

hunz i ml c . seq A TTT C AA CCC AC CTG C AG A TT AC AAA CC T CC AG C AA C A C G T 3 T C AC TG A T 
370 330 390 400 4 10 

15 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 3 

( i ) CARAC7ER!STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
20 (D) CONFIGURATION : lineaire 

( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
( ix ) CARACTER15TIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 3 

(B) EMPLACEMENT: 

25 ( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 3 : 

TSAP 3 
10 

TSA?3 j 

30 - - - • »— ~~ 

".•nsiahlb.seq ™^CTAAA.ATATTTCTGAACTTTCTATTTCTTCTAGATTCATTGTATTCTTGAC AATT-7- 
l-*5° lti5 0 1-70 1430 mo 1500 



35 
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20 30 40 50 50 70 

"SAP 0 CGGGGTGGGGG7CTGCCTCCACACATGCG7CCACG7GTG7GCT7GC7T77CC777AACAA 



^ rrjnsiahlb. seq CGCCGTGGGGGTCTCCCTCCACACA7CCCTCCACCTCTCTGCTTGCTTTTCCTTTAACAA 

1510 1520 1530 1540 1550 1550 

80 90 100 110 120 130 

10 TSAP 3 CCCATCTACCTCTCATAGCCCACTGTTTTCCCCTTGTCAC7CAACACATACTCCTCCTCT 

rr.T.siahlb. seq CCCA7C7ACGTCTCA7AGCCCAC7C7T7TCCCr77C7CAG7CAACAC:A7 AC7CC7CC7C7 
1570 15B0 1590 1500 1510 1520 



15 



30 



140 

TS A ? 3 CCT77G GG777CC7 



9Q ~ ~. s:d:.iD. seq C37777GC77TCC77TGC77TTCC77777CA7C7 G7G7GTA777C A7A.V 

15 30 1 5^0 1550 L550 1570 
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INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N" : 4 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

( B ) TYPE: nucleotide 
5 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
(it) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 4 
10 (B) EMPLACEMENT: 

( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N* 4 : 

TSAP4 

AACTCCG7CS 7CCC7G7GCC CACC7AA7TC CTTATAT777 7ACAA7AAGC A7T37ACAAA SO 

15 

C7C7GCCTTT CCCTAATGCA GTTATACTAT T7CCAT7AAC ATGCC7AACC 77AC77AACC 1 2 ?• 

CT7TATATTC ACTGCCATCC GTACGAATCC TCACCCTC.-A 7CGGCCAAC7 7G7 CA7CCAA 130 
GAACCCCTCA TTTTCACTTC CC 2 02 

20 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 5 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
25 (D) CONFIGURATION : Imeaire 

( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 5 

(B) EMPLACEMENT: 

30 ( x i ) DESCRIPTION DE UK SEQUENCE: SEQ ID N° 5 : 



35 
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24 



10 



15 



20 



TAACAAGGAT ATTCAGGTTC CGCATTCCTT TCCTAAGCGA TCATCTCAAC CTCCACCTCC 
AACTCATTTC CCAACGGACA GAAATCCTCT tt GATCTTTC tgaacCACTT CTCTTCAAAC 
TCTTTGGAGG ACCCAACCAC CATGCCAGTC AGGGCTCCGG GGCCCACACA CTTCACCTCC 
GAATGAAGCT CCTCTTTTAT CTTTTCTGG G ACAATGTCTT CCCCCATAGC CTCCTCCATC 
AACAGCAAAG TACCrTCCCT AAAGTTCAAG TCCTTCACTT TCCCTCCAAT TTCCTCCTGA 
GTCCTCAACT TCTTCTCCAA CGCGAATGAT GTTTCCTCAC ACTGGCCGAG CTGAAGCAGG 
AGCCTCCCCC GGAGCAAAAA CCCCCATCCT TTCCTCCGAG CCTCCATCTG TGCCTCTTCC 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 

CTCCGCCTTC CCAGGGAAGG CATATTCTC CTGAGCAC7A CCACTCCCTT CCACCGAGAC 4 80 

CAGTGCATTC TCACCCAACC TCGTGGGCAA ACACAAAAGA CACCCTCTTC CCGAGTGTAC 
AGAGGAGGGA CCGACGGCCT TCTCACTTCA GGCAGAACTC TT CTGTCCCT CCCGTCACAC 
CCTGCTGGCA CGCCCCCCCC TCGACTCAGG TATCCCTCTG CCACCTTACA CCAGCTCCAC 
GGCTTGACCG GGTCCAAAGC AATCACCTTC TGCAGCCAGA AGATCCTCTC CTCCCCCCTC 
TGCAGCCTGG AAAACACGGC CACCTGGAGC TGGAGCACCA CGCTCACATG CTCTCTCTTC 
CTGCCTTTCC TTT CCAACTC TCCCGCCATC TCCACCCCCT CCTCATCCCT CCCAACTCAC 
CCAGACACCG ACCCTCGCCT TCTTGGACAT CCCTTTTGAT CGCAAAATT A CTACATGCTA 
ATGTTCGGAC ATATGGAGTA TT CCTGCAGG CCTTTCTCGT A~ CCTCTCC TCTCTAGCCC 
AGCTCCCCTC TGAATTTCTT GAGACTGACA ACTTCAA7AT CCTCACTACA TTCTGTCTCT 
TCATAAAACC ATGCGCCTCG CAGACCTTGC CCCGGTAGGG GGAGGCCGGC TCCGGCCGGC 
GCTCCGGCCT CTGCTCCAAC ACCGAGTCCT CAAATTCCCC GCCCAGCACC CACCATCCGG 
TCTCCATCGC CCGCAACTCC AACTGCACCT CGAAACGAGC CGACACCTAG ACCGACCC" 



^ ATCACCCAGC CTCCAAAGCG CGCGACACCA GCCGCGCCAA GGCTGCCGAC CCAAGGTAGA 12 50 



540 

600 

660 

720 

730 

340 

900 

9 53 

1020 

1080 

1140 

1200 



GACCTGCCCG CGCGGCCGCT CGACCCCTAT AGTCACTCCT ATTAGGATCC 



1310 



35 
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INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N* : 6 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

( B ) TYPE: nucleotide 
5 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
(it) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 6 
10 (B) EMPLACEMENT: 

( xi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N" 6 : 

TSAP 5 



15 CTCACTACAT ATCACATCTA TGGGGTCTCA TTCTGAGTAT CTCAGTTTAC ACCTGCATCC 5 0 

CAGGAATTAG CATCTCAGCC ACCCACCCAT ATATCATCAC CTCGCTGTGC AGCATCCAGA i 2 0 

AAAGAGACCC CAACCCACCT CAGCCCCCCC ACAAGCCATC TCCACTTCCA CGGCCTCACA 130 

CGTGCCTT GT TTTCTCCCCC TCTG7GTGC7 CCCCGGACAC CATGAACTTG AGACCCCCAT 2 4 0 

AGGCCCTT GG CCAGGATGAT TCACACAGGG GCAGGGAGCA GCGTGAG7G7 CGAA7GTCCC 3 50 
GCGGGG AGG7 AGAAC77GKT AGTCGTTTTT CGTOCAAAAC GCA7GGG7Cr AGC 



25 



30 



35 



GACTGTGTGC ATTGTGCTGA GTATCAGCGC CACCAASCCC A37G7CGAC7 CCACGAACCT 

GAACTCCTT C CAGTTGAGGC AATTACCAAT CCACGCGACC CAGGTGACAG CCAGCACCGA 

CAACATCCCC ACGGCCAGCA CACCCACGGA CAGCTATATC TCCA7CCTCC AGACT7CTTG 

CTCAGCCCAG AGGCCGCTCT TGTTGGCCAG GACCTCCTTC A7AGCCACA7 7GACCAGGTC 

GTAGCGGGTG GGAGCGGCCC AGCCGCAGGC AGAAGCTCTA GAGAGCG7GC ACCA7CGCCA 

AGAAGAACG7 CACCAGCCCG ATCTGCTTCC GATGCTGCAG CCAG7CGTCC AGCCAGTCTG 

GGAACCCCTC GTACT7CCTC CCCCTCCGCA GCTCAACCGC AGCTGCCAGC ACACCGCGCA 

GGTACACTAG G G AC AG C AG C ACATAACCCA CACAGGGTAC TGTGGTCTTG ACCACACAGA 
AGCCCATCTT GTAAAACTTG TTCTCATCTT TCCGAATCT?: TG 



AGGT A 20 

430 



TGAAATTCTA GC7CTANAAN CACACAAAGA CCCCACTGCC GAGGAAGC7G CGCCCCTTCC 



540 
600 
550 
720 
730 
340 
900 



7GTA-VA ACGTCCCGGA 9 SO 



1020 



WO 97/22695 PCT/FR96/0206 1 

26 



20 



ACAATCCAAC CAACCNCACC CCTTTNCCTT CTACCTCCC7 CVCTCAACC:: CANGCATCCA 1080 

TNTCCAGGGG TTNAAACCAT NGGCCCTCCA TCTCTCAAAA TCCTCNCTT G CNTTCTGGTK 1K0 

GATCAMTGCA AATAACNCCT CCCTCTTCCN TCCCTTGCCC CCACCCTOTS CGCCCCATCC 12 00 
5 CAA 1203 

INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N* : 7 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

10 ( B ) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 

(ix) CARACTERI5TIQUE: 
15 (A) NOM/CLE: T5AP 7 

(B) EMPLACEMENT: 

( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N* 7 : 



TSAP7 

GC C CAT CC AG TCATTCTTTA TTT CAGTCTG 7GAAACCCTC CT.-.CCC 

TAA— TTTAA TTCATTTTCA AACCACCCTT TACTGTCGCC T7TTCT 

ATGTTAGCAC GTGTGCATAC 14.3 



25 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N" : 8 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
( B) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
30 (D) CONFIGURATION : lineaire 

( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTER1ST1QUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 8 

(B) EMPLACEMENT: 

35 ( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 8 : 
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TSAF8 

CACCTNAAAC TACCACATCC NCCCCCATTG CTAGATATTC A? J A GAG T A T A TA-VATAGCNC 

CAACCACAAT CTCTTCCCTT CCTOTGTACA CCTCANACCC AGTGACTTCC N'ACCNAACCN 

5 CNTGANTCTN TTTCTNCATA TGAGTGTCTC NGTGTCTGKA T:;TCCCTCTC ACATCTATGG 

GACGACCNAC CCCACCCCCA CCGGCCTTCA NGCACAATr.'G AGGACCCCTA TN'GTGGATAC 
GNGCATCGC7_ AAANAGC 2 57 

INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N 9 : 9 
10 ( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE OE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
15 ( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSIP 1 

(B) EMPLACEMENT: 

( xi ) DESCRIPTION DE Uk SEQUENCE: SEQ ID NT 9 : 
20 tsipi 

ACT7AATT ZZ CAAGG7CATC TSA77CCCCC CA7C77C777 C 3ZTTTACC A A 111 

25 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 10 

{ i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
30 (D) CONFIGURATION : lineaire 

( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSIP 2 

( B ) EMPLACEMENT: 

35 ( xi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 1 0 : 
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TSIP2 

CACCGG7GAGACCTCTAGGGCGGGGCCTAGGACGACCTGCTCCGTGGGCCGCCAGTATTC 60 

'CTCGGAAACAAAACAGCCGCAGCTGAGCCCGAAACCTACGCTCCCAGCCCGCCGCCCGCC 12 0 

CGCGGAGAGAGAAGGAACCAACACAAGACAGCAGCCCTTCGAGCTCTTTACCCACCTTGC 13 0 

AGGAGAACAC ATGAGAGAA.^G A\TCCCAAGAGGTTTTGTTTTCTTTGAG.\AGG r rATTTCT 2 4 0 

GTCCAGCTGCTCCAATGACAGAGATACCTGCACCTTTGTCCTACTTCCAGAATGCCCAGA 3 00 

TGTCTGAGGACAGCCACTCCACCAGCGCCATCCGGAGCCAGAATGACAGCCAAGAACGGC 3 60 

AGCAGCAGCATGACAGGCAGAGACTTGACAACCCTGAGCCAATATCTAATGGCCGGCCCC 4 2 0 

AG AC7AACTC AAGAC AGGTGGTGG AAC AAGATGAGG AGG AAG ACGAACACCTCAC ATTG A 4 90 

A^TATGGAGCCA.^GCATGTCATCATGCTCTTTGTCCCCGTGACCCTCTGC ATGGTCCTCG 5 4 0 

TCGTGGCCACCATCAAATCAGTCAGCTTCTATACCCCGAAGGACGGTCACCTAATCTACA 5 0 0 

C C C C A. T TC A C AG AAG AC AC TG A G AC TG T AGG CC AAA GAG C C C T G C A C T C G A T C C TG AA TG 5 6 0 

C GG C C ATC A TG AT C AG TG TC ATTG TC ATT ATG AC C ATC C TC C TG G TG G T C C TG 7" A. 7 AAA T 7 2 0 

ACAGGTGCTACAAC-GTCATCCACGCCTGGCTTATTATTTCATCTCTGTTGTTGCTGTTCT 7 3 0 

TTTTTTCGTTCATTTACTTAGGGGAAGTATTTAAGA.CCTACAATGTCGCCGTGGACTACG 3 4 0 

TT A C A G T A G C A C T C C T AA T C T G G AATT TTGGTGTGG TC GGG A T G A T TG C C A T C C A C TGG A S 0 0 

AAGGCCCCCTTCGACTGCAGCAGCCGTATCTCATTATGATCAGTGCCCTCATGGCCCTGC 9 6 J 

T A T 7 T AT C AAC TAG CTC CC C C A-ATGG ACCGC ATGGCTC ATCTTGGC TGTG ATTTC ACT.-. T IG2Z 

ATC-ATTTGGTGGCTGTTTTATGTCCCA.AAGGCCCACTTCGTATGCTGGTTGA_A.ACA.GCTC 10 3 0 

A G G A_AA. G AAA TG A G AC T C T C T T T C C AG C T C TT A T C T A. T T C C T C AA C AA T G G TG TG G T T G G 1 1 4 j 

TG AA T A. T G G C TG AAGG AG A C C C A G AAG C C C AAA GGAGGGTACCC AAG AA C C C C A. AG T A T A 12 CO 

A C A. C A.C A_AA G A. G C GG AG AG A.G A G A. C A C A G G A C AG TGG TT C TG G G AAC C AT G A T G GTG G C T 12 5 0 

TCAGTC-AGGAGTGGGAGGCCCA-AAGAGACAGTCACCTGGGGCCTCATCCCTCCACTCCCG 13 2 0 

AGTCA-AGA.GCTGCTGTCCAGGAACTTTCTGGGAGCATTCTA-ACGA.GTGAAGACCCGGAGG 1 j s 0 

AAA G A.G G A.G T A_AA_A C TTG G AC TGGG AG ATT TC A T TTTC TACAGTGTTCTGGTTGGT AA GG 14 4 0 

CCTC AGCAACCGCCAGTGGAGACTGG.AACACA-ACCATAGCCTGCTTTCTAGCCATACTGA 15 0 0 

TCGGCCTGTCCCTTACATTACTCCTGCTCGCCATTTTCAAGAA_AGCGTTGCCAGCCCTCC 15 60 

CC ATCTCCATCACCTTCGGGCTCGTGTTCTACTTCGCC ACGG ATTACCTTGTGC AGCCCT 16 2 0 

T C A T GG A C C AAC TTG C ATT C C AT C A GTTTT AT ATCTAGCCTTTC TG C AG TT AG A A C A TG G 16 2 0 

ATGTTTCTTCTTTGATTATCAAAAACAC AAAAACAGAG AGCAAGCCCGAGGAGG AG ACTG 17 4 0 

GTGACTTTCCTGTCTCCTCAGCT AACAAAGCCAGGACTCCAGCTGGA.CTTCTGC AGCTTC 18 0 0 

CTTCCGACTCTCCCTACCCACCCGCACTACTGGACTGTCGAAGGAAGCCTCTAC AGAGGA 13 6 0 
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INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N' 1 : U 
( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

( B ) TYPE: nucleotide 
5 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 3 humain 
10 (B) EMPLACEMENT: 

( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 1 1 : 
TSAP3 humain 

msrqtacalp^gtsV. cppsq 
a:cagccg;cacac:gc Lacagci;:acc:acc;g:acc:c;acig:g:cciic:2 :cc:fi; 

~ 10 20 30 40 50 50 

15 rvpai eg - c a s r. n cilas I f e 

aggg:gcc:g::c:gaccggcacaaccgca;c;a£:aa:cac::ggcgag::::::;gag 
70 30 . 90 100 110 120 

cpvczdyvlppilcccsgh 1 
:g::cag:::g::::gac:a:g:g:;accgc:cac:c::caa;g;:d;ag:;g:ci:::: 
130 140 ' 150 150 170 130 

c 5 r. c r p 1 "ccpccrgp 1 g 

20 g:::g:i;caa::g:cgccciia£gcccaca:g::g:ccaac::gcc;g;gcc:;:;;gga 
150 200 210 220 230 240 

5 i r r. 1 s rr. e '< v a p. s v 1 f p r y 
:cca:cc;caa:::ggcca:ggagaaag:ggccai::cag:a::;::c:cc :;:aaa;a; 

250 250 270 230 290' 300 

a s s g c e i " 1 p h c e >: a d h e e 1 
g;g;::cc:gga:g:gaaacaac!:c :gccacacacagaaaaagcagacca:gaagagc:c 
25 310 320 330 340 350 350 

c e frpyscpcpgasckwqg 3 
:g:gagtc:aggcc:ta:ccccgtccgcgccciggcgcccc;cg:aaa;ggcaagg::c c 
370 330 390 ■ 400 4i0 420 

1 c a v rr. p h I m h q h !< s 1 c :. leg 
c:ggacgc:g:aa;gcccca:ccgacgca:cagcacaag:cca::acaaccc:acaggga 
430 440 450 450 470 450 

^ c i v : 1 a t c 1 r. 1 p g a v c w v - 
gagga:a:agu::::cCLgc:acagac2c:aa:ccccccgg:gccgc:gactggc:ga -g 
490 500 510 520 530 540 

e :< q e :< y c 
cagagaaacaggaesaaiacga: 
530 590 600 

gh qcffaivqligcrkcaer. 
gg:caccegcag: tzc :cgcaatcg:acagc:ga taggaacacgcaagcaagc c gaaaac 
510 .620 630 540 650 550 




:*ayr lelnghrrricwea-p 
:t:5cccaccgd::tgagc:aaa:ggccaca5gcgacga:cgac;:cg;3j«5:-;ac:cc: 
570 6B0 590 700 710 720 

r s ihegiaca imnsdclvfd 
cga:c:a:tca:gaaggaa:cgcaacagccaccatgaatagcgac:gcc:agct: c:cgac 
730 740 750 760 770 750 

palhs flqcngnlginvt i s 
ccagca:cgcacagctctttgcagacaaatggcaat::caggcacca3;gcaic;:a:L:cc 
790 800 810 820 830 340 

n c 

acg:g::gaaatggcaaccaaaca:c:cccggccagcg:t :aaaacc>cag::;:cacaga 
850 860 870 8S0 390 . . 900 

aaacaaggcacccacccgcccgccaacctaaaaccc :cccggcagg:agaa;c::cgaca: 
910 920 930 940 950 " 950 

gaaggcc£a:aaaaagaaagaccgccaaacacaggaaacagtccca:gcag:a-:cac ;aa 
970 930 990 1000 1010 1020 

Z.3.Z&Z ::aaaaa :aagccaacagcaaaccac;gaaaaaacacacgca:a:dc*c:ccaaga 
1030 1040 1050 1060 1070 1030 

:ggg:a:cct::g:a::aagaaag;aaccat::g:aaaat4»: uccga;::::g::g:;:g: 
.1390 1100 1110 1120 ' 1130 li;0 

:guaga::ga::g:a:cgccgaaaaag:::g:::::gcg:gggag:g:g:g:c;,g:g:g 5 
1150 1150 1170 1180 1190 1200 

g:g:g::cg:g:;:ggg:::::::c:::caac:gacaagcci:c ::g3g;g;:;i:gg;c 
1210 1220 1230 124 G 125 C 125 0 

ca:;;:::::ccc:::g;gag:caa:aca:ac:g::g::g;aa;::;;;;;:g:g:g:a: 
1270 12S0 1290 1300 1310 1320 

;:;:;aa:;;:;3:caa::::ag::::;ca;;ad3:aaa::;cac;:::c::::i»:::»g 
133C - 1340 1350 1360 1 37 C 1 3H0 

g::::::c:::::::gtacca::::aaag::ac:ar.c:c::ga:a ccgca: a:::g:;:a 
1390 1400 1410 1420 1430 1440 

:gg:aaaaaac:ta:aacggg :cc5auac::tcc:c:ccccca:caaccaa::cca::gg 
1450 1450 1470 1430 1490 ~ 1500 

aaa:a:::taaaaccagcccacc::ggcgaacccacgag::cccagaaag:aaaggcgac 
1510 1520 1530 1540 1550 1560 

acccggaaaaacaarccaaeagcccaiccaaagccacccaeaaggcgcccccc: ::cc:g 
1570 1580 1590 1SGC 1510 1520 

:c:;c;;acaga :gagccacacc:::gagcc;;aacc::cgaaaggL:agagaa :aaa:c 
1530 1640 1550 1550 1570 1530 

ga:::::a:aaataccgcaaacccaggc tc:cgwt:ccc::::ccaga:a:cc::ggaca 
1590 1700 1710 1720 1730 1740 

aacca:a:i:c:caaaarttg:tcc:gta:c:ac:gg::::;cagaa-gaag;ca:cg:ca 
1750 1760 1770 1730 1790 1300 

;gcacag;atccg:aactaaaagcaaact:cat:tg;::aaaaaggcag: -igcaaaaaac 
1310 1820 1330 1840 1350 1360 
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RnVl-NDl CATION! 9 
1 ) Sequence nucleotidique correspondant a un gene co 



U) unc sequence selon Tune des IND.SEQ.4 allou 

5 un gene equivalent qui compone : 

(b) une sequence s'hybridant avec I'une des sequences selon (a), 

(c) une sequence presentant au rnoins 80 % d'homologie avec (a) 
ou (b), ou 

( d > une sequence codant pour une proteine codec par un gene 



selon (a), (b) ou (c) ou pour une proteine equivalence. 

2) Sequence selon la revendication i, caracterisee en ce cue 
('expression cellulaire du gene est induite lors dc l'apoptose cellulaire. 

3) Sequence nucleotidique correspondant a un gene comportam : 



( a ) -une sequence selon Tune des IND.SEQ. 1 et 3 ou 
15 un gene equivalent qui compone : 

(b) une sequence s'hybridant avec I'une des sequences selon (a), 
< c > une sequence presentant au moins SO % d'homologie avec la) 

ou (b). ou 

(d) une sequence codant pour une proteine codec par un gene 

-0 selon (a), (b) ou (c) ou pour unc proteine equivaleme. 



caracicrisec cn ce que ['expression cellulaire du o en c est induite par la 
suppression tumoralc. 

4) Sequence nucleotidique correspondant a un gene comportam : 



(a) une sequence selon Tunc des IND.SEQ.2 ou 
25 un gene equivalent qui compone : 

(b) une sequence s'hybridant avec I'une des sequences selon (a), 
( c > unc sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec (a) 

ou (b). ou 

( d > une sequence codant pour une proteine codee par un gene 

30 selon (a), (b) ou (c) ou pour une proteine equivalent^ 



caracterisee en ce que ^expression cellulaire du gene est induite par 
l'apoptose cellulaire. 

5) Sequence selon Tune des revindications 1 a 4, caracterisee en 
ce que 1'expression cellulaire du gene est induite par p53. 

6) Sequence selon la revendication 2 ou 4, caracterisee en ce que 
l'apoptose cellulaire est induite par p53. 
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7) Sequence selon l'une des rc\ endications 1 a 6, caracterisee cn 
ce qu'elle est choisie parmi TSAP 1 a TSAP S ei TSAP 3 humain ou un gene 
equivalent. 

8) Sequence selon la revendication 1, caracterisee en cc que 
5 l'expression cellulaire du gene est inhibee lors de Papoptosc ccllulaire. 

9) Sequence selon la revendication S, caracterisee en ce que 
1'apoptose cellulaire est induite par p53. 

10) Sequence selon l'une des revendication*; J ct S ct 9, 
caracterisee cn ce qu'elle est choisie parmi TSIP L et TSfP 2 ou un gene 

10 equivalent. 

11) Vccteur d'e.vpression cellulaire d'une sequence scion Tune des 
revendications 1 a 10. 

12) Vecteur d'e.vpression selon ia revendication 11, caracterise en 
ce qu'il s'agit d'un vecteur viraJ. 

15 13) Vecteur selon la revendication 12, caracterise en ce qu'il s'agit 

d'un adenovirus, d'un retrovirus, d'un virus herpes ou d'un poxvirus. 

14) Vecteur selon la revendication 11. caracterise cn ce qu'il s'agit 
d'un vecteur a acide nucleiquc nu. 

1 5 ) Vecteur selon V une des revendications 11 a 13. caracterise en 
20 ce qu'il comporte une sequence assurant le ciblage et/ou l'expression 
specifique des rissus ou organes. 

16) Cellule transformec par un vecteur d'expression selon l'une 
des revendications 11 a 15. 

17) Proteinc pouvant etre obtenue par culture de cellule 
25 transformee selon la revendication 16 e: codec par la sequence selon Tunc 

des revendications 1 a 10. 

18) A titre de medicament, un vecteur selon Tune des 
revendications 11 a 15 ou une proteine selon la revendication 17. 

19) A titre de medicament, un compose assurant l'expression 
30 cellulaire d'au moins une des sequences nucleotidiqucs selon Tunc des 

revendications 1 a 7 ou de leurs produits. 

20) A titre de medicament selon la revendication 19, un vecteur 
nucleotidique assurant l'expression cellulaire dc ladite sequence. 

21) A titre de medicament, un compose assurant 1'inhibition de 
35 l'expression cellulaire d'au moins un gene cellulaire selon Tune des 

revendications 1, 8 a 10 ou de leurs produits. 
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22) A rirre de medicament scion la revendicaiion 21. un nucleotide 
active assuram le blocage de la sequence nucleotidique. 

23) A litre de medicament selon la revendicaiion 21, un amicorps 
monoclonal dresse centre la ou les proteines codees par la sequence 
nucleotidique. 

24) A litre de medicament destine au traitemcnt du cancer, un 
medicament selon i'une des revendications 18 a 23. 

25) A litre de medicament destine au traitement de ia maladic 
d'Aizheimer, un medicament selon I'une des revendications IS a 23. 

26) A titre d'agent de diagnostic notamment pour la determination 
de la predisposition et le suivi des cancers, tout ou partie des sequences selon 
Tune des revendications 1 a 10 a utiliser comme sonde nucleotidique ou 
comme amorce d'amplification. 

27) A litre d'agent de diagnostic notamment pour la determination 
15 de la predisposition ct le suivi des cancers un antigene correspondam a tout 

ou partie des proteines codees par la sequence selon Tunc des revendications 
1 a 10 ou les amicorps correspondants. 

28) A litre d'agent de diagnostic notamment pour la determination 
de la predisposition et le suivi de la rnaladie d'Aizheimer, tout ou partie aes 

20 sequences selon Tune des revendications 1,5,7 a 10 a utiliser comme sonde 
nucleotidique ou comme amorce d'amplification, 

29) A litre d'agent de diagnostic notamment pour la determination 
dc la predisposition et le suivi de la rnaladie d'Aizheimer un antigene 
correspondam -a tout ou partie des proteines codees par la sequence scion 

25 I'une des revendications 1 , 5 , 7 a 1 0 ou les amicorps correspondants. 

30) A litre d'agent antiviral, un medicament selon la 
revendicaiion 20. 

31) Modele pour la mise en evidence de medicament anci- 
cancereux, des cellules selon la revendication 16. 

3 2) A litre de perfectionnement dc la methode dc Liang et Pardee 
le fait d'utiliser une diminution en palier lors de I'amplificauon PCR. 
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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